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図11：pH変化測定結果




A：Time SA＝36．004 9 VA＝4．000FA＝1012．819＊＊ 82，691
B：Kindof　HydroxyapatiteSB＝0．164 1 VB＝0、164FB＝41．588＊＊ 0，369
C：Quantity　of　ChitosanSC＝1．161 2 VC＝0．580FC＝147．035＊＊ 2，652
A×B SAB＝0．375 9 VAB＝0．041FAB＝10．555＊＊ 0，781
B×C SBC＝3．442 2 VBC＝1．721FBC＝435．834＊＊ 7，897
A×C SAC＝0．623 18 VAC＝0．034FAC＝8．769＊＊ 1，270
A×B×C SABC＝0．778 18 VABC＝0．043FABC＝10．942＊＊ 1，625
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図23：浸漬前後の表lfli元素分布状態9f｝O｛｝He．1g）
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図24：動物実験結果（ASO．1g）
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図25：動物実験結果（900HO．1g）
　2週後においては，填入した試験片の周囲の骨
から骨伝導が起こり，部分的に，新生骨で取り囲
まれる傾向が認められた．900Hを用いた場合
に，わずかに骨伝導が良好な結果が観察された．
　4週後においては，填入した試験片の周囲はほ
ぼ新生骨に取り囲まれる傾向が認められた．ま
た，キトサンが生体内で徐々に分解され，そこに
新生骨が侵入している像も認められた．キトサン
量が少ない試験片は生体内で分解され小さくなる
傾向が認められたが，ハイドロキシアパタイトの
種類による大きな差は認められなかった．
　試料の中には，キトサンが填入部位から骨髄中
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に移動してしまったものや，骨外に生理的に排除
されてしまったと考えられるもの，そして完全に
試料が脱離し確認できないものも一部で認められ
た．
　Controlでは，2週後と4週後のどちらの場合
も，欠損部が認識できないほど正常な組織構造を
示し，自然治癒したと考えられる像が認められ
た．
考 察
　本研究室ではこれまでに，キトサンやハイドロ
キシアパタイトを用いた材料についての研究を
行ってきた．これまでキトサンについては脱アセ
チル化度の高い，分子量の大きなキトサンを実験
に使用してきた．その結果，脱アセチル化度が高
いと生体の炎症性反応は弱くなるが，生体内で分
散しにくくなり生体吸収性が劣るという結果で
あった18－24）．また，一般的に分子量が小さい方が
異物巨細胞などによる貧食が早期に完了すると言
われている事から，本実験ではこれまで使用して
きた分子量106のキトサンではなく，低分子化し
た分子量105のキトサンを用いた．ハイドロキシ
ァパタイト穎粒については，20pm以下を使用し
た場合に充填した頼粒が移動して，弊害を生じた
例が報告されている事や1－4），粒径の小さなハイ
ドロキシアパタイトはマクロファージや異物巨細
胞に貧食されやすく，充填部位に留めておくこと
が困難とされる事5）から，これまでの削片状（平
均粒径10μm）のものではなく球状（平均粒径40
μm）のものを使用した．またハイドロキシアパ
タイトのpHもこれまでは中性のものを使用して
きたが，高温で焼成しアルカリ化したハイドロキ
シアパタイトを使用した方が，骨伝導や新生骨形
成が良好であった事から25），本研究でもアルカリ
化したハイドロキシアパタイトを使用した．本実
験は，骨形成用材料としてハイドロキシアパタイ
ト穎粒をキトサンで結合した材料の機械的性質と
生体反応について比較検討した．
　硬化時間は，練和から患部に填入するまでの操
作時間を示しており，どちらのハイドロキシアパ
タイトを用いた場合も，約5～15分であった．練
和後の硬化時間が短すぎると患部に充填するまで
に硬化してしまい，良好な結果を得られない．し
たがって5～8分程度で硬化することが臨床応用
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を考えた場合には最適だと考えられた．
　硬化時間はキトサン量が多くなるにつれ短くな
る傾向が認められた．900Hでは願粒表面にCaO
が析出しておりゲル化剤としての成分が多い．こ
のためASと比較して，900且を用いた時の方が
硬化時間は短くなると予想されたが，結果は900
Hを用いたときの方が若干硬化に時間がかかる
傾向が認められた．硬化時間は，ZnOが6％以
下の場合，CaO量によって著しく影響され22），
逆にCaO量が少ない場合にZnO量の硬化時間
への影響も大きくなるとされている23）．今回の粉
末成分の混合比はハイドロキシアパタイト
（87％），CaO（4．35％），　ZnO（8．7％）でZnO
が多くなっており，CaOよりZnO量の硬化時間
への影響が大きいと考えられる．このため同量の
ZnOを使用した本実験においては，ゲル化剤の
量は硬化時間にあまり影響しなかったものと考え
られる．本実験では，ゲル化剤であるZnOと
CaO，そして表面にCaOの析出したハイドロキ
シアパタイト穎粒の量がキトサンゾルに対して多
くなり，それぞれの粒子全体をキトサンゾルが取
り囲むことが出来ずに隙間ができる．ここにキト
サンゾルのゲル化時に起こる脱水反応の副生成物
である水分が貯留し，キトサン量が少ない場合に
硬化が遅くなったと考えられる．
　引張強さは，キトサン量が多くなると大きくな
る結果となった．これは，より多くのキトサンが
ハイドロキシァパタイトの粒子間を埋めることに
よって強さが向上したものと考えられる．ハイド
ロキシアパタイトの種類による差は認められな
かった．
　伸びは，キトサン粉末量が0．06gでは約60％，
0．08gと0．1gでは，ほとんど差はなく90～100％
であった．また，ハイドロキシアパタイトの種類
による差は認められなかった．
　弾性係数は，引張強さと同様にキトサン量が多
くなると大きくなる結果となったが，ハイドロキ
シアパタイトの種類による差は認められなかっ
た．
　圧縮強さは，キトサン量が多くなると大きくな
る傾向が認められた．ASのハイドロキシアパタ
イトを用いた時と比較して，900Hを用いた場合
に顕著に減少していた．
　本材料は，湿潤状態では弾性体であり，破断に
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ともなう屈曲点が認められなかったため，乾燥さ
せたものを圧縮強さの測定に用いた．このため，
生体内などの湿潤状態で置かれた時の圧縮強さは
多少異なってくると考えられる．浸漬することに
よってキトサンが溶解し，圧縮強さが減少するこ
とが報告されているがen），この現象が生体内に充
填した材料に同様に生じれば，充填物の中に新生
血管が浸入することが期待出来，キトサンのス
ペーサーとしての役割が有用となる．この新生血
管の侵入に伴って細胞が増加し，骨と本材料が置
換することが考えられる．
　pHは練和直後では，　ASで6．00～6．78，900H
で，6．18～6．　38と差は認められなかった．56日後
では，ASで6．81～7．67，900且で，7．10～7．44
であった．粉末と練和する前の，キトサンゾルの
pHは，キトサン量0．06g，0．08g，0．1gの時に
それぞれ2．80，3．06，3．26と，キトサン量が多く
なると高くなっていたが，硬化後の試験片ではキ
トサン量によるpHの差は認められなかった．
pHは練和1日後から徐々に上がり始め，練和1
週間後にはpH　7に近づき，浸漬期間が長くなる
につれpHは上昇傾向を示した．　p且の上昇は各
種イオンの溶出によって生じたものと考えられ
た．pHは，材料が生体内で安定して骨伝導を維
持するためには，重要な因子である、細胞回復に
おいてpH値が5以下の環境では細胞の回復度は
低下することが報告されている26）．また細胞外の
pHが酸性に傾くと，破骨細胞の骨吸収活性が増
すことが報告されている27）．また，ハイドロキシ
アパタイトのpHによって吸着するタンパク量が
異なり，細胞の動態に影響するとしており，pH
8の場合，低いpH値と比較してタンパク質の吸
着量が減少することも報告されている28）．本実験
におけるpHは全て6以上であり，　pHによる生
体為害性は見られないものと考えられた．‘
　Caイオンの溶出量は，　ASを用いた場合900H
と比較して多くなる傾向が認められた．Ca／P比
が1．68のハイドロキシアパタイト願粒は，700～
1100℃で加熱した場合，加熱温度が高いほど結晶
性が高くなるため，Caイオンの溶出量が減少す
ると報告されている29）．一方，加熱時間が長く，
加熱温度が高いほど溶出量が多くなるという報告
もある6・8・11）．キトサン量による差はほとんど認め
られなかった．溶出したCaイオンは試験片に再
吸収されるか，リン酸カルシウムの合成に消費さ
れるとされている3°）．Caイオン濃度が細胞外で
上昇すると，破骨細胞の骨吸収活性は抑制される
が，骨芽細胞との共存においては逆に，破骨細胞
の活性が認められるとしており3卜33），この機i序に
ついては不明な点が少なくないことが報告されて
いる34－37）．しかしながら，骨形成にはCaイオン
の存在は重要であると考えられる．また，キトサ
ンゾルをゲル化させるためにも必要な元素であ
り，pH値が増加する現象を左右する元素でもあ
ると考えられる．
　Pイオンの溶出はASでは認められたが，900
Hにおいて測定に用いた高周波プラズマ発光分
析装置の定量下限（0．03mgA）を下回った．こ
れは塩浜らのPイオンの溶出は加熱温度が高い
ほど少なくなる傾向を示すという報告6）とも一致
している．したがって，900Hでは結晶性が良好
なためにPイオンの溶出量は少なかったものと
考えられる．さらに，ハイドロキシアパタイト粒
子表面がゲル化したキトサンの被膜で包まれる
か，包まれないかによって，生じる現象であると
も考えられる．900Hはゲル化剤であるCaOを
表面に析出しており，キトサンゾルと接触するこ
とでゲル化して，ハイドロキシアパタイト粒子表
層に被膜ができる．しかしASに関しては，表面
にゲル化剤がなく粒子全体がゲル被膜に包まれな
いために，ハイドロキシアパタイト粒子表面と浸
漬液が直接接触してPイオンの溶出が認められ
たものと考えられる．またPイオンの溶出に対
するキトサン量による有意な差は認められなかっ
た．Pは生体必須元素であり，70kgの体重の人
で約700～780gが含まれているとされている
が38），溶出量が多い場合，骨吸収が生じやすい環
境となることが報告されており39），多く生じない
ことが望ましいと考えられる．900Hを用いた場
合のPイオンの溶出量は，pHの上昇による骨吸
収に影響する量ではないと考えられる．
　Znイオンの溶出はASと比較して900Hを用い
た場合に多く認められた．これは900℃で焼成
し，ハイドロキシアパタイト表面に析出した
CaOが，　Znより先にキトサンゾルのゲル化剤と
して働き，ゲル化に関わらなかったZnが遊離
し，溶出したものと考えられる．またどちらのハ
イドロキシァパタイトを用いた場合も，キトサン
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量が多くなると溶出量が減少する傾向も認められ
た．Znイオンは70kgの成人で約2．3g含まれる
生体必須元素で，その1／4から1／3が骨に含ま
れ，Znイオンの毒性については健常人の1000倍
の血漿濃度でも毒性は認められず，毒性は低いと
されている38）．また，亜鉛欠乏によって長管骨が
短縮や肥厚が生じること，骨形成が出来なくなる
ことが報告されている‘°）．Znは核酸，たんぱく
質の合成，血漿中のビタミンA濃度の維持やア
ルカリフォスファターゼ活性化に関与するともさ
れる41）．また亜鉛は傷害部位の修復促進に寄与す
ることが報告されている42）．そして，亜鉛は骨芽
細胞の蛋白質生合成を促進し骨芽細胞の分化と増
殖を促進し，破骨細胞形成を抑制することによ
り，骨量を増進するという報告もある43’ω．した
がって本実験におけるZnの溶出量は，生体に為
害作用を及ぼさないものと考えられる．
　浸漬した溶液のpHが上昇した原因は，　Caイ
オンと同様，Znイオンの溶出によっても影響さ
れたものと考えられる．
　浸漬前後の試験片の表面観察では，AS，900H
ともにハイドロキシアパタイトはキトサンに包ま
れた状態で分布しており，粒子以外の部分は平滑
な状態が観察された．またキトサン量による差は
認められなかった．浸漬後の試験片では部分的
に，球状ハイドロキシアパタイト粒子の輪郭が明
らかとなっていた．浸漬することで結合材のキト
サンが徐々に溶解し，ハイドロキシアパタイトの
穎粒が表面に出てきたものと考えられる．
　表面粗さは浸漬前においては，ASと比較して
900Hを用いた試験片の方が大きくなる傾向が認
められた．浸漬後には，浸漬前と比較して表面粗
さは大きくなっていたが，ハイドロキシアタパイ
トの種類，キトサン量による差は認められなかっ
た．ハイドロキシアパタイト願粒の表面は，加熱
温度が高いと粗造になるとされているが29），AS
と900Hを用いた試験片の表面粗さには影響は認
められなかった．
X線マイクロアナライザによる成分分析の結
果，どちらのハイドロキシアパタイトを用いた場
合にも，Caは浸漬前には試験片全体に分布して
いた．これは，粉末成分中のCaOがハイドロキ
シァパタイト穎粒を包むキトサンゲルに均一に分
散していたためと考えられる．浸漬後においてハ
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イドロキシアパタイト願粒表面部分に多く認めら
たのは浸漬によって試験片からキトサンが溶解
し，ハイドロキシアパタイト願粒が表面に出現し
てきた事が原因だと考えられる．またASと比較
して900Hのハイドロキシァパタイトを用いた場
合の方が穎粒表面のCaは高濃度に検出された
が，これは，加熱処理することによって900Hの
ハイドロキシアパタイト穎粒表面にCaOが析出
したことが原因だと考えられる．Pは浸漬前，浸
漬後のどちらの場合においても試験片全体に分布
しており，浸漬後にはハイドロキシアパタイト穎
粒の表面に高濃度に検出されたが，Ca同様に浸
漬によって試験片からキトサンが溶解し，ハイド
ロキシアパタイト穎粒が表面に出現してきた事が
原因だと考えられる．Znはすべての試験片にお
いて，Caが少ない部分に多く分布し，　Caが多
い部分における分布は少なかった．Znは，粉末
成分中のZnOから溶出したと考えられるが，　Ca
が多く分布し，キトサンゾルのゲル化にCaが多
く寄与した場合には，ゲル化に寄与しないZnが
遊離し，溶出することによって試験片表面のZn
分布が少なくなったものと考えられる．逆にCa
が少ない部分においては，Znがゲル化に寄与す
る割合が多くなり，溶出量が減少し，結果Znの
分布が多くなったと考えられる．
　組織反応試験の結果，どちらのハイドロキシア
パタイトを用いた場合にも試験片周囲に幼弱な肉
芽組織の形成は認められたが，著しい線維化や壊
死などが惹起されたものは認められなかった．
よって本材料の生体に対する為害作用は弱いもの
と推察された．また，本材料と同様の材料をラッ
トの皮下組織やカイウサギの骨膜下に埋入した実
験においても生体に対する為害作用が弱く，骨伝
導能が認められたと川上らは報告している45・46）．
　本実験では3種類のキトサン量を用いたが，キ
トサン量が少ない方が生体内で早期に分散しやす
く，キトサン量が多い方が元の形態を維持してい
る傾向が認められた．またハイドロキシアパタイ
トはpHの異なる2種類を使用したが，900　Hを
用いた方が骨伝導と骨形成が早期に生じる傾向が
認められた．この結果は，骨形成に関してアパタ
イトは結晶質が高いほど骨伝導しやすいという報
告47）と一致する．また，骨芽細胞を用いた培養実
験において，ASと比較して900Hを用いた場合
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にALP陽性骨芽細胞数の著明な増加が認められ
たと報告されている11）．また，ハイドロキシアパ
タイト無添加群と比較して，ASを用いた場合に
ALP活性は低下し，900Hを用いた場合では，　AS
と比較して高値を示したとも報告されている11）．
これらの詳しいメカニズムは分かっていないが
Caイオンの溶出量が影響していると考えられて
いる．
　その他に，ASと比較して，900Hを用いた場
合にZnイオン溶出量が多くなったが，　Znは生
体が多くの機能を発現するための必須元素であ
り，創傷治癒や，骨形成に深く関わっていると言
われており，Znイオン溶出量が多い900且を用
いた場合に骨形成が早期に生じる傾向を示したも
のと考えられた．
　試験片の一部では，練和が手作業であることに
よるキトサンゾル中のハイドロキシアパタイトな
ど粉末成分の成分分布の不均一が生じていた．こ
れは生体反応に少なからず影響していることが考
えられるために，均一に練和する方法について検
討する必要性が示唆された．
結 論
　本実験は，骨形成用材料としてpHの異なるハ
イドロキシアパタイト穎粒をキトサンで結合した
材料の機械的性質と生体反応について比較検討し
た．その結果，以下の結論が得られた．
1．硬化時間は，キトサン量が多くなるほど短く
　なる傾向が認められた．ハイドロキシアパタイ
　トの種類による有意差は認められなかった．
2．引張強さ，伸び，弾性係数ともにキトサン量
　が多くなるほど大きくなる傾向が認められた
　が，ハイドロキシアパタイトの種類による有意
　差は認められなかった．
3．圧縮強さは，キトサン量が多くなるほど大き
　くなる傾向が認められた．またASと比較して
　900Hを用いた時に圧縮強さが顕著に小さく
　なった．
4．pHは練和直後の6～6．6から，56日後には
　7～7．4と上昇していた．56日後ではASと比
　較して，アルカリ化した900Hを用いた場合に
　pHが高くなる傾向が認められた．
5．Caイオン溶出量はASと比較し900且の場
　合に減少していた．またキトサン量が多くなる
とCaイオン溶出量は減少する傾向も認められ
た．Pイオン溶出量はASで0．07～O．　19mgA
となり，900Hの場合は定量下限の0．03mgllを
下回った．キトサン量による有意差は認められ
なかった．Znイオン溶出量はASと比較して
900且を使用した場合に多くなった．またキト
サン量が多くなるとZnイオン溶出量は減少す
る傾向が認められた．
6．表面観察の結果，浸漬前はハイドロキシァパ
タイト頼粒を結合しているキトサンが，浸漬す
ることで崩壊し，浸漬後はハイドロキシアパタ
イト穎粒が表面に出ていた．これに伴い，表面
粗さも大きくなる傾向が認められた．
7．X線マイクロアナライザによる成分分析にお
いては，浸漬前は各元素とも成分分布は均質で
あり，浸漬後には，各元素の濃度分布に差が認
められた．Znはすべての試験片において，　Ca
が少ない部分に多く分布し，Caが多い部分に
少量分布していた．
8．組織反応試験の結果，キトサン量が少ない方
が生体内で分散しやすい傾向が認められた．ま
た900且を用いた方が骨伝導と骨形成が早期に
生じる傾向が認められた．
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